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© Nouveaux conjugues de couplage entre das sequences d'ARN ou d'ADN et une proteine, leur procede de preparation et 
leur application biologlque. 



@ L'invention a pour objet 
couplage de formula I suivante 



de nouveaux conjugues de 



I 



\ 



5 -p - w 



r 



dans laquetle 

- m est un nombre entier variant de 0 a 3 t 

- Ri. R2. R3 representent un alcoyle de 1 a 10 atomes de 
carbone, 

- Y et T representent O ou S, 

- Z et W representent O. S, CH2 ou NH, 

- B1 et B2 representent une base choisie parmi I'adenine, la 
guanine, la cytosine, la thymine ou I'uracile. 

- (a. p) represente (H. H), (H. OH) ou (OH. H), 

- I est un nombre entier superieur ou egal a 7, 

- X est un nombre entier compris de 1 a 5, 

- P est un enchainement polypeptidique. 
Application a la preparation de reactifs biologiques. 
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40 NOUVEAUX CONJUGUES DE COUPLAGE ENTRE DES SEQUENCES D'ARN OU D'ADN ET UNE PROTEINE, 
LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEUR APPLICATION BIOLOGIQUE 



L'invention a pour objet de nouveaux conjugues de couplage entre des sequences d'ARN ou d'ADN et une 
proteine, leur procede de preparation et leur application biologique, notamment antivirale. 

45 On sait que des sequences d'oligonucleotides (en serie ribo- ou desoxyribo-) complementaires de regions 
convenablement choisies d'un ARN messager ou bien d'intermediaires dans sa maturation, peuvent 
s'hybrider avec le susdit ARN messager par appariement de bases complementaires, et done bloquer 
1'expression de TARN messager en question. De telles sequences sont appelees sequences "anti-sens" 
(GREEN, P.J., PINES, 0. and INOUYE, M. (1986). Ann. Rev. Biochem. 55, 569-597 ; IZANT, J.G. and 

50 WEINTRAUB, H. (1984). Cell 36, 1007-1015). 

Ces sequences anti-sens ont ete generees par transcription de sequences inserees selon une orientation 
inversee, a partir de promoteurs varies sur des plasmides recombinants introduits dans des cellules intactes 
par des techniques de transfection (COLEMAN, J., GREEN, P.J. and INOUYE, M. (1984). Cell, 37, 429-436 ; 
IZANT, J.G. and WEINTRAUB, H. (1985). Science 229. 345-352) ou par micro-injection (IZANT, J.G. and 

55 WEINTRAUB, H. (1984). Cell 36, 1007-1015) ; MELTON, D.A. (1985). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 144-148 ; 
KAWASAKI, E.S. (1985). Nucleic Acids Res. 13, 4991-5004), 

En utilisant une approche quelque peu differente, on a synthetise des analogues d'oligonucleotides 
methylphosphonate non ioniques, qui possedent une resistance accrue a la degradation nucleofytique et 
penetrant la membrane plasmique de cellules en culture, tout en conservant leur capacite a s'hybrider 

60 specifiquement a des sequences d'ADN ou d'ARN complementaires, (TS'O, P.O.P., MILLER, P.S. and 
GREENE, J.J. (1983) in Development of Target-Oriented Anticancer Drugs, eds. Cheng, Y.C., et al. (Raven 
Press, New-York), pp. 189-206 ; MILLER, P.S.. AGRIS, C.H., AURELIAN, L, BLAKE, K.R.. MURAKAMI, A., 
REDDY, M.P., SPITZ, S.A. and TS'O, P.O.P. (1985). Biochimie 67, 769-776). 

Ces conjugues se sont reveles etre actifs in vitro vis-a-vis de I'inhibition virale, mais a des concentrations de 
Tordre de la centaine de micromoie (150 ^moles ou 75 u.mo!es), ce qui semble etre eleve pour une eventuelle 
utilisation en therapeutique. De plus, lafaible taille des oligonucleotides ( moins de 10 unitees nucleotidiques) 
internalises par cette methode rend la specificite de reconnaissance et la stabilite d'hybrtdations faibles. 

D'autres travaux ont ete effectues en utilisant des oiigodeoxynucleotides conjugues a I'acridine pour 
reguler I'expression de genes viraux dans des extraits cellulaires (TOULME J.J. KRISCH, H.M., LOREAU, N., 
THUONG, NT. and HELENE, (1986). Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 1227-1231 ; HELENE, C, -2 
MONTERAY-GARESTIER , T., SAISON, T., TAKASUGI, M., TOULME, J.J., ASSELINE, V M LANCELOT, G., 
MAURIZOT, J.C., TOULME, F. and THUONG, NT. (1985). Biochimie 67, 777-783). 

Mais, ces conjugues se sont reveles actifs in vitro a des concentrations de I'ordre de la centaine de 
micromoles, ce qui la encore semble etre eleve pour une eventuelle utilisation en therapeutique. L'efficacite 
avec laqueile iis permettent I'internalisation des sequences oligonucleotidiques conjuguees est mal 
doc^mentee. 

Par ailleurs, ces conjugues qui sont des composes intercalants, peuvent entratner des risques de 
mutagenese, en cas de destabiiisation. 

On a par ailleurs deja synthetise des conjugues covalents, d'une part entre des oligo et polynucleotides, en 
modifiant la sequence d 'ADN au niveau du phosphate 5' terminal des nucleotides impiiques et, d'autre part, 
entre des amines, des peptides et des proteines. 

Des essais effectues en traitant un ADN plasmidique par la carboditmide, ont montre que la modification 
apportee a la partie nucleique n'abolit pas la resistance du plasmide en question a la kanamycine. Mais, aucun 
essai biologique n'a ete effectue relativement a I'internalisation de ces conjugues covalents a I'interteur des 
cellules, ni a fortiori relativement a ieurs eventuelles proprietes biologiques, notamment antivirales (BARBARA 
C.F. CHUS, GEOFFREY M. WA^L and LESLIE E. ORGEL (1983), Nucleic Acid Research 11, 6513). 

On a egalement conjuqe I'aa macroglobuline a des sequences d'ADN et le procede utilise est tel que le 
couplage a lieu sur des residus de guanine non apparies, qui ont ete introduits a I'extremite de I'ADN. 

Mais aucun essai biologique n'a ete effectue relativement a I'internalisation du conjugue a I'interieur des 
cellules, ni a fortiori relativement a Ieurs eventuelles proprietes biologiques, notamment antivirales 
(SHEUE-YANN CHENG, GLENN T. MERLINO and IRA H. PASTAN, (1983), Nucleic Acid Research 11, 659). 

D'autres travaux ont porte sur la preparation de conjugues non covalents obtenus entre le sei d'ammonium 
quaternaire forme a partir d'une fonction carboxyle d'une proteine et les groupes phosphate d'une sequence 
d'ADN, mais aucun essai biologique n'a ete effectue ni vis-a-vis de Tinternalisation, ni a fortiori vis-a-vis des 
eventuelles proprietes biologiques, notamment antivirales (B. HUCKETT, HASHA GORDHAN, R. HAWTREY, 
N. MOODLEY, M. ARIATTl and A. HAWTREY (1986), Biochemical Pharmacology 35, no 8, pp. 1249-1257). 

Aucun des conjugues d'ADN obtenus a ce jour ne permet, d'une part, la reconnaissance d'une cellule cible 
vers laqueile on souhaite les diriger et, d'autre part, i'internalisation dans ladite cellule cible, a des 
concentrations susceptibies d'envisager leur utilisation dans le traitement therapeutique, notamment des 
affections virales. , 

L'invention a pour objet de nouveaux conjugues de couplage entre une sequence d'ADN ou d'ARN et une 
proteine, susceptibies d'etre internalises dans des cellules cibles. ^ 

L'invention a pour objet de nouveaux conjugues de couplage susceptibies de delivrer des sequences 
antisens dans des cellules intactes. > 
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Un autre aspect de ('invention est de fournir de nouveaux composes de couplage susceptibles d'etre 
internalises par les cellules, c'est-a-dire de traverser efficacement la membrane plasmique des cellules, tout 
en gardant leur activite biologique. 

L'un des autres aspects de 1'invention est de proposer de nouveaux conjugues de couplage qui peuvent 
etre internalises par la cellule, delivrer une sequence antisens et inhiber ainsi 1'expression d'un gene, 5 
notamment d'un gene viral. 

fun des autres aspects de ('invention, est de proposer de nouveaux conjugues de couplage susceptibles 
d'etre internalises par une cellule cible, d'inhiber ('expression d'un gene particulier et eventuellement 
susceptibles de reconnaitre grace e I'un des elements des conjugues, une cellule cible de facon specifique. 

Un autre aspect de 1'invention est de fournir de nouveaux composes de couplage susceptibles de reagir w 
specifiquement avec des recepteurs particuliers de la surface membranaire de la cellule, d*§tre internalises 
par les cellules possedant lesdits recepteurs et d'exercer, a HntSrieur de ce cellules, leur activite biologique. 

L'un des autres aspects de I'invention est de proposer de nouveaux conjugues de couplage susceptibles 
de presenter une activite antivirale a des doses compatibles avec un traitement therapeutique. 

Ces differents aspects de I'invention sont obtenus par de nouveaux conjugues de couplage 15 
- dont une partie de la structure moleculaire correspond a une sequence d'ADN ou d'ARN dans laquelle les 
bases sont non modifiees, et dont la premiere unite nucleosidique comporte ou non, par I'intermediaire de son 
carbone en 5', un nombre variable de groupes phosphate, Tun au moins des atomes d'oxygene relie 
uniquement au phosphore des groupes phosphate et n'intervenant pas dans la liaison entre deux groupes 
phosphate, peut etre remplacee par un atome de soufre, 20 
et/ou au moins Tune des liaisons entre deux groupes phosphates adjacents peut comporter un atome de 
soufre, ou un groupe NH, ou un groupe CF2 ou un groupe CH2, r 

et/ou la liaison entre le dernier groupe phosphate relie a la premidre unite nucleosidique de la sequence 
d'ADN ou d'ARN peut comporter un atome de soufre, ou un groupe NH, ou un groupe CF2 ou un groupe CH2, 

et/ou la liaison 3'-5' phosphonate qui relie deux unites nucleosidiques adjacente est telle que I'oxygene, 25 
relie uniquement au phosphore, et n'entrant pas dans la liaison directe entre les deux unites nucleosidiques 
adjacente est remplace pare un atome de soufre, ou bien est tel que I'oxygene qui relie le phosphore a 
I'extremite 5' de Tune des unites nuc!6osidiques est remplace par ou un groupe NH, ou un groupe CF2 ou un 
groupe CH2, 

- et dont I'autre partie de la structure moleculaire correspond a celle d'un enchainement peptidique qui est 30 
relie au groupe phosphate en 3' de la derniere unite nucleosidique de la sequence d'ADN ou d'ARN, par 
I'intermediaire d'un bras de couplage. lequel bras de couplage provient avantageusement d'une sequence 
laterale, portee par TenchaTnement peptidique, dont I'extremite est constitute par un groupe amin6, 
notamment NH2. 

Dans une classe preferee d'oligonucleotides selon ['invention, la premiere unite nucleosidique est lies a un 35 
ou plusieurs groups phosphate. 

De preference, le nombre de ces groupes phosphate est de 1. 

Dans une classe preferee de composes de couplage de I'invention, la premiere unite nucleosidique est liee 
aux groupes phosphate suivants : 

40 



45 



50 



R 0 - P - 0 



OR 2 



dans lesquels R1 et R2 represented independamment les uns des autres : 

- un atome d'hydrogene, 

- un radical alcoyle ayant de 1 a 10 atomes de carbone, de preference 1 ou 2 atomes de carbone, 

- un radical ethyle substitue en beta par un groupe cyano, aryle ou arylsulfonyle, 

- un radical trihalogenoethyle. 55 
Dans une classe preferee de composes de couplage selon I'invention, la liaison 3' — * 5 ; reliant deux unites 

nucleosidiques et comprenant au moins un atome de phosphore est une liaison phosphodiester, une liaison 
phosphotriester ou une liaison alcoylphosphonate. 

La liaison 3' — ► 5' phsophodiester qui relie deux unites nucleosidiques adjacents dans les composes de 
couplages selon ['invention peut etre representee comme suit : so 
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P - 0 




20 



25 



30 



35 



40 



45 



OH 



75 La liaison 3' 5' phosphotriester qui relie deux unites nucleosidiques adjacents dans les composes de 
couplage de ('invention peut etre representee comme suit 

base 




dans laquelle R3 represente 

- un radical alcoyle ayant de 1 a 4 atomes de carbone, en particulier un methyle, 

- un radical §thy!e substitue en beta par un groupe cyano, aryle ou arylsuifonyle, 

- un radical trihalogenoethyle. 

La liaison 3' — ► 5' phosphonate qui relie deux unites nucleosidiques adjacentes dans les composes de 
couplages elon ('invention peut etre representee comme suit : 

base 




P - 0 



R* 




50 



55 



60 



65 



dans (aquelle R' 3 peut representer un alcoyle ayant de 1 a 4 atomes de carbone, en particulier (e methyle. 

En ce qui concerne les bases des oligonucleotides, leur nombre est egal a la valeur du nombre 
d'oligonucleotides et chacune a une signification telle que I'enchainement des oligonucleotides resultants 
correspond a une sequence d'ADN ou d'ARN. En d'autres termes, lorsque I'enchaTnement oligonucleotidique 
est un enchainement d'ARN, la base peut representer A, U, C ou G, et lorsqu'il s'agit d'un enchainement 
d'ADN, ia base peut representer A, T f C ou G. 

La sequence d'ADN ou d'ARN entrant dans la constitution des conjugues de ('invention correspond a la 
sequence complementaire d'une sequence oligonucleotidique cible (ci-apres egalement designee par 
sequence oligonucleotidique antisens), avantageusement a une sequence d'ADN ou d'ARN complementaire 
d'un ARN messager. 

La sequence d'ADN ou d'ARN peut egalement correspondre a la sequence complementaire d'un ARN 
messager et en particulier a la sequence complementaire d'une sequence de fixation aux ribosomes, d'un site 
d'epissage et, de maniere generale, a toute sequence complementaire d'ADN ou d'ARN critique au 
mecanisme d'expression du (ou des ) gene(s) vise(s), telle que le site de reconnaissance de RNA polymerase 
virale... 

La sequence d'ADN ou d'ARN entrant dans la constitution des conjugues de couplage de I'invention peut 
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70 



15 



20 



avermjellament substitutes dans la masure oCi 1 nvMdatlon antra la .u.rti? .Sf 8 ? b " c . 8 J sont 
SOnUC ' 6 ° M ' qUe eib ' e ' ~ ,ammem " S "" JenM ™ 8 ^» '=".""c, 4 Z"J ?et „<!n 

*~IZT brS d ' on ? onu f ^Ijdes entrant dans la constitution des conjugues de couplage de (invention doit 
etre egal ou supeneur 4 7. En effet. en dessous de cette valeur peuvent surgir des problemes de ivaise 
hybndat.on du , conjugue de (-invention vis-a-vis de la sequence oligonucleotldlque cible 

etreVuffis'ante ^ 13 SP6C ' fiC ' t6 dU C ° n,U9U6 de C ° Up,aQe de '' invention ris " ue de •» plus 

Le nombre d'unites nucleosidiques entrant dans la constitution des compos6s de couplage de ('invention 
it" ZSSL T ^ 5UP6rieUreS • S ° US qUe 165 C ° niU9u6s de C0Up,a 9 e o'tenus Sent 

„™hl 0rT, !7 d ' Un ^ 6S nucl6osidk > ues P eu < rapidement etre limite dans la mesure ou ('augmentation de ce 
nombre at la synthese correspondante plus difficiles (lorsque les conjugues sont prepares pa loie de 
synthese chimique) ne sarajant pas supportees par une augmentation suffisante de I'activite • 
Le nombre d'unites nucleosidiques devrait etre chosi de facon a ce que le poids moleculaire de 

du compos6 de coupia9e — «* * p^-: 25 

Dans une classe preferee de conjugues de couplage selon rinvention. le nombre ^oligonucleotides n'est 
pas supeneur a 50, et est avantageusement de 7 a 20, et notamment de 12 a 18 

En ce qui conceme la derniere base de la sequence d'ADN ou d'ARN entrant dans la constitution des 
conjugues de couplage de rinvention. elle peut ou non intervenir dans ('hybridation du reste du conjugue de so 
I invention avec la sequence oligonucleotidique cible avec lequel le conjugue de rinvention doit s'hybrider 

intprml 9 !!^ f f " ? T™* P6U | d6pendre dU mode de s V nth6se utilis6 - et com P* tenu des produits 
mtermediaires facilement accessibles. elle represente avantageusement la cytidine 

n«fn!^° n ?i n6ral ru'°, rS ? U . e ,e conjug6 de rinvention sera un conjugue d'ADN, la derniere base pourra ne 
able hybridation du conjugue de couplage de ('invention avec la sequence oligonucleotidique 35 

Lorsque le conjugue de ('invention est un conjugue d'ARN, la derniere base pourra intervenir dans 
l hybridation du conjugue avec la sequence oligonucleotidique cible 

En ce qui concerne les radicaux R,. R a . R 3 . deja represents ci-dessus, ils participent a I'augmentation de la 
stab.lite des conjugues de I invention, lorsqu'ils represented un groupe alcoyle de 1 a 10 atomes de carbone 40 

L anchainement polypeptidique P peut etre naturel ou synthetique, mais doit presenter des caracteristiques 
telles qu .I puisse etre internalise dans la cellule cible et peut presenter des caracteristiques telles qu'il puisse 
etre^avantageusement reconnu specifiquement par des recepteurs de la membrane cellulaire d'une cellule 

L'enchainement polypeptidique selon ('invention comporte au moins un groupement accessible capable de 45 
reagir avec un groupe fonctionnel, notamment une fonction aldehyde des oligonucleotides avec lesquels on 
souhaite effectuer le couplage entre le susdit oligonucleotide et l'enchainement polypeptidique et ce groupe 
fonctionnel peut etre avantageusement une sequence laterale dont I'extremite est constitute par un groupe 
amine, notamment NH2, qui est accessible. 

daS let^isoSr- 9 ' 0 ^ 6 S6qU6nCe ' at6rale le gr0Upe am,n6 d ' un Peptide qui n'entre pas SO 

es iaiS ons-|- 

peptidiques. 

Le couplage entre le polypeptide et la sequence d'ADN ou d'ARN peut egalement avoir lieu par 
I intermediate du NH 2 terminal du polypeptide. 

L'enchainement polypeptidique entrant dans ia constitution des composes de couplage selon ('invention 
doit etre non toxique aux concentrations utilisees vis-a-vis des cellules dans lesquelles les composes de 
couplage sont introduits. 

De facon avantageuse, la sequence laterale dont I'extremite est constitute par un groupe NH 2 appartient au 
residu lysyle. 

L'enchainement polypeptidique peut egalement avantageusement comporter des residus arginyle etant 
donne qu'il presente une sequence laterale terminee par un groupe NH2. 

L'enchainement polypeptidique entrant dans la constitution des composes de couplage selon I'invention 
comporte avantageusement au moins 5 acides amines. 

Dans le cas de polypeptides synthetiques, on a avantageusement recours a des polypeptides de 5 a environ 65 



55 



60 
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100 acides amines, et de preference de 60 a 100 acides amines. 

L'enchainement polypeptidique doit avoir un poids moleculaire suffisant notamment pour etre reconnu par 
les recepteurs specifiques de la surface membranaire des cellules. 

L'enchainement polypeptidique entrant dans la constitution des composes de couplage selon I'invention a 
5 avantageusement un poids moleculaire moyen au moins d'environ 1 000. 

L'enchainement polypeptidique entrant dans la constitution des composes de couplage selon ('invention 
est avantageusement constitue par la polyarginine, et de preference par la polylysine. 

La polylysine entrant dans les composes de couplage de I'invention comporte avantageusement 5 a environ 
100 residus lysyle. 

10 La polylysine entrant dans les composes de couplage selon Pinvention a avantageusement un poids 
moleculaire moyen d'environ 5 000 a environ 40 000, notamment d'environ 10 000 a environ 20 000, et 
avantageusement d'environ 14 000. 

Les composes de couplage de I'invention sont tels qu'il y ait au moins une molecule d'oligonucieotides fixee 
sur le meme enchainement polypeptidique, par Pintermediaire d'une sequence laterale terminee par un groupe 
15 amine, notamment NH2, appartenant a l'enchainement peptidique. 

De fapon avantageuse, le nombre de molecules d'oligonucieotides par rapport a une molecute 
d'enchaTnement polypeptidique est egal a 1, mais sans limite superieure theorique. 

En pratique, le nombre de molecules d'oligonucieotides couplees a une molecule polypeptidique est limite 
par le nombre de NH2 disponibles sur l'enchainement polypeptidique, c'est-a-dire par ie nombre de 
20 sequences laterales terminees par des groupes amines, notamment NH2, augmente du NH2 terminal, par le 
rendement de la reaction de couplage, lequel peut etre module entre autres par les quantites respectives 
d'oligonucleotide et de polypeptide mises en oeuvre, ainsi que par I'encombrement maximal au-dela duquel le 
maintien des proprietes d'internalisation et de re connaissance eventuelle d'un recepteur membranaire n'est 
plus possible. 

25 L'invention a egalement pour objet de nouveaux composes de couplage, dans lesquels une partie de la 
structure moleculaire correspond a une sequence d'ADN ou d'ARN dans lesquels I'autre partie de la structure 
moleculaire est constitute par une enchainement polypeptidique dans lequel des groupes NH2 ont ete fixes 
sur les groupes carboxytiques. 
Les groupes carboxyliques d'un polypeptide sur lesquels on fixe un groupe NH2 sont : 
30 - ie groupe carboxylique terminal libre qui figure dans tout polypeptide ; 
- et/ou les groupes carboxyliques libres des residus glutamyle et aspartyie. 

On fixe par exemple Ie groupe -NH2 sur un groupe -COOH, par Pintermediaire de Phydrazine NH2NH2, ce qui 
transforme -C-OH en - C-NH-NH2 

8- 9 

35 

Dans le cas ou le groupe COOH sur lequel on a fixe le groupe NH2 appartient a un residu aspartyie, celui-ci 
devient un asparte hydrazide. 

Dans le cas ou le groupe COOH sur lequel on a fixe le groupe NH2 apparteint a un residu glutamyle, celui-ci 
devient un glutamate hydrazide. 
40 On appellera "polypeptide hydrazide" le polypeptide dans lequel Pun au moins des groupes COOH a ete 
transforme en -C-NH-NH2, 

& 

comme indique ci-dessus. 
La presence de ces groupes NH2 libres permet d'effectuer le couplage entre une sequence d'ADN ou 
45 d'ARN et le polypeptide hydrazide. 

L'invention vise egalement les composes de couplage dans lesquels une partie de la structure moleculaire 
correspond a une sequence d'ADN ou d'ARN, et Pautre partie de la structure moleculaire correspond a un 
polypeptide qui comporte des sequences laterales terminees par un groupe -NH2 et des groupes 
carboxyliques qui ont ete transformes en - c -NH-NH2, 
50 J 

De tels polypeptides sont par exemple constitues par des asialoglycoproteines, telles que Pasialofetine. 

L'invention vise egalement les composes de couplage dans lesquels une partie de la structure moleculaire 
correspond aux oligonucleotides sus-definis et Pautre partie de la structure moleculaire correspond a une 
55 neoglycoproteine, par exemple une neoglycoproteine a mannose, telle que le mannose-polylysine qui est 
constitue par de la polylysine, sur laquefle a ete fixee au moins une molecule de mannose. 

L'invention concerne plus generalement les composes de couplage dans lesquels une partie de la structure 
moleculaire correspond aux oligonucleotides sus-definis, et Pautre partie de la structure moleculaire 
correspond a un vecteur polypeptidique approprie, tel que des anticorps vis-a-vis d'antigenes, de la surface 
60 cellulaire des hormones, des glycoproteines, des chatnes B de toxines animales ou vegetates, lequel vecteur 
peut etre couple aux oligonucleotides par Pintermediaire du -NH2 libre des sequences laterales du polypeptide 
ou bien par Pintermediaire du -NH2 des groupes - C-NH-NH2, 

8 

provenant de la reaction avec ('hydrazine du groupe carboxyle terminal du polypeptide ou des groupes 
65 carboxyle appartenant aux residus aspartyie et ou glutamyle. 
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L'invention a pour objet de nouveaux conjugu6s de couplage de formule I 



R 1 0 



(I) 



p - z 



OR. 




w 



15 



20 



25 



30 



35 



dans laquelle 

- m est un nombre entier variant de 0 a 3, et represente de preference 0 ou 1, 

- Ri, R2, R3 sont identiques ou differents et representent un alcoyle de 1 a 10 atomes de carbone, de 
preference de 1 a 2 atomes de carbone, ou bien chacun des groupes OR1, ORg, OR3 represente 
independamment Tun de I'autre 0-, 

- Y et T, identiques ou differents, representent 0 ou S, 

- 2 et W, identiques ou differents, representent 0, S CH2, CF2, ou NH, 

- B1 et B2, identiques ou differents, representent une base choisie parmi I'adenine (A), la guanine (G), la 
cytosine (C), la thymine (T) ou Puracile (U), - (a, P) represente (H,H), (H, OH) ou (OH, H), 

- 1 est un nombre entier sup6rieur ou 6gal a 7, avantageusement compris de 7 a 30, de preference de 7 a 20, et 
notamment de 12 a 15, 

- X est un nombre entier compris de 1 a 5, et avantageusement vaut 1, 

- P est un enchainement polypeptidique comportant au moins 5 actdes amines, naturels ou synth6tiques, et 
i'atome d 'azote appartenant au cycle 
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appartenant egalement a I'extremite d'une sequence laterale du polypeptide P et /ou appartenant a un groupe 
-C-NH-N, 
ft 

provenant d'un groupe COOH modifie par I'hydrazine. 
Selon un mode de realisation avantageux, les conjugu6s de ['invention sont tels que i'enchainement 55 
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peptidique P comporte au moins 5 acides amines et I'atome d'azote appartenant au cycle 



N 

appartient egalement a rextremite d'une sequence laterale du polypeptide P. 
Un groupe avantageux de conjugues de Invention est constitue par ceux de formule suivante II 
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- P - 



OR. 




NH 



50 



C = 0 



dans laquelle Y, Z, T, W, 2, m, a, P, X, Ri, R2, R3, B1, B2 ont les significations definies ci-dessus t P represente 
55 un enchaTnement polypeptidique, comportant au moins 5 acides amines, et dans lequel le groupe 

- C - NH - N provient d'un groupe - C - OH 

ft ft 

terminal du polypeptide et/ou d'un groupe 

- C - OH 



60 



libre d'un residu aspartyle et/ou glutamyle. 
Un autre groupe prefere des conjugues de ('invention est constitue par ceux de formule III 
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(III) 



R.j 0 - 



P - Z 



OR. 




N 



10 



15 



20 



25 



30 



C = NH 
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(CH 2 J 3 



40 



^rhJfnTm 1 ' 6 /* Z *7; W ' Zl m ' *' P ' X ' Rl ' * 2 ' R3, Bl ' Ba ont ,es significations definies ci-dessus, P est un 
enchainement peptidtque comportant au moins 5 acides amines et ie groupe 

;1' NH ~ (C " 2>3 - appartenant a I'extremite de la sequence laterale d'un residu arginyle entrant dans la 
constitution de I'enchainement polypeptidique P. 
un autre groupe avantageux de conjugues de ('invention est constitue par ceux de formule IV suivante : 
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dans laquelie Y, Z, T, W t S, m, a. p. X, R 1t R 2| R 3 , Bi, B 2 ont les significations definies ci-dessus et P est un 
enchainement peptidique comportant au moinss 5 acides amines et dans laqueile le groupe - (CH 2 )4 - appar- 
ent a la sequence laterale d'un residu iysyle entrant dans la constitution de I'enchaTnement polypeptidique P. 

Un groupe avantageux de conjugues de couplage de ['invention est constitue par ceux de formule I, II, II ou 
IV dans lesquels Tun au moins des elements Y ou Z est different de I'oxygene. 

Un autre groupe avantageux de conjugues de couplage de I'invention est constitue par ceux de formule I, II 
III et dans lesquels Y, Z, T, W represented tous I'oxygene. 

Un autre groupe avantageux de conjugues de i'invention est constituS par ceux de formule IV, dans lesquels 
Y, Z, T et W represented tous I'oxygSne et r6pondent a la formule V suivante : 
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(v) 




0-p - 0 



CH 2 B 2 



N 



(CH 2 ) 4 
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dans iaquelle m, S, X, a, p, Bi, B2 et P ont les significations indiquees ci-dessus. 40 

Un autre groupe avantageux de conjugues de I'invention est constitue par ceux de formule I, II, 111 ou IV dans 
lesquels m vaut 0. 

Un autre type avantageux de conjugues de ['invention est constitue par ceux de formule V dans lesquels m 
vaut 0 et repondent a la formule VI suivante : 
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o \ 



V 



C- P - o 



CH 2 3 2 



(VI) 



(CH 2 ) 4 
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dans laauelle Bi B 2l a, B, 2, X et P ont les significations indiquees ci-dessus. 

Un q?ou5 avantageux de conjugues de Invention est constitue par ceux de formule II 111. IV dans 
lesquels le ooupMa P) represente (H, H). c'est-a-dire dans lesquels la sequence d'oligonucleofdes est une 

^r^eTantageux de conjugues de Invention est constitue par ceux de formule I II III. IV dans 
,esquel^ (H. OH), c'est-a-dire dans lesquels la sequence d'oligonucleofdes est une 

^ra^grTupe avantageux de conjugues de .'invention est constitue par ceux de formule V, dans lesquels 
le couple (a, p) represente (H, H). 
Ces conjugues respondent a la formule VII suivante : 
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(VII ) 



0 - 



m 




0 



N 



(CH 2 } 4 



dans laquelle Bi, B 2 , I, X, m et P ont les significations indiquees ci-dessus 

le ^Zl7{r^^\^^ ^ '' inVenti0n 6St C ° nStitU6 Par C6UX de formule Vl ' dans 
Ces conjugues respondent a la formule (Vlbis) suivante : 
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P 

35 

dans iaqueile Bi, B2, 2, X et P ont les significations indiquees precedemment. 

Un autre groupe avantageux de conjugues de i'invention est constitue par ceux de formule V, dans lesquels 
le couple (a, P) represente (H, OH). 

Ces conjugues repondent a la formule VIII suivante : 
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(VIII) 



0 - 



P - 0 



m 




CH 2 B 2 



N 



(CH 2 ) 4 
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dans laquelle Bi, B 2 , X, m, I et P ont les significations indiquees precedemment 

le ^^^^^^ ^ rinVenti ° n 6St C ° nStitU6 Par C6UX d * f0r - !e lesque, 
Les conjugues repondent a la formule Vlter suivante : 
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(CH 2 ) 4 
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35 
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dans laauelle Bi B 2 a, B, 2. X et P ont les significations indiquees precedemrnent. 
Sn aX groupe ^amageux de conjugues de .-invention est constitue par ceux de formule I, II. Ill, IV dans 

ie couple (a, p) represente {OH, H). 
Ces conjugues respondent a la formule IX suivante : 
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(IX) 



0 - 



P - 0 



m 




:h 



2 B 2 
y 0 



(CH 2>4 



dans laquelle B,. B 2 , X. m, I et P ont les significations indiqu6es ci-dessus 

^ s^sr h %ss^ de rinven,ion est -«* ~~« * *™* 'V. V., 

B 2 U r;Sn 9 ;°^ Pe cySn ta e 9eUX * * |,inVenti ° n 6St P ar *■« * 'o- V. dans .esquels 

Ces conjugu6s repondent a la formule X suivante : 
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CH. 



0-? - o 



CH 2 C 



N 



(CH 2 ) 4 



dans laquelle X, I, m, a, (3, Bi et P ont les significations indiquees ci-dessus et C represente la cytidine. 

Un autre groupe avantageux de conjugues de ('invention est constitue par ceux de formuie VI, VIbis, Viter, 
VII, VIII, IX, dans lesquels B 2 represente la cytidine. 

Un autre groupe avantageux de conjugues de ('invention est constitue par ceux de formuie XI suivante : 
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dans laqueile B 1 et P ont la signification indiquee ct-dessus, C represente la cytidine, 2 vaut 1 2 a 1 5 et X vaut 1 
a 5, de preference 1. 

Un autre groupe avantageux de conjugues de I'invention est constitue par ceux de formule V, VI, Vlbis, Vlter, 
Vli, VIII, IX, X, XI, dans lesquels P a un poids moleculaire d'environ 5 000 a environ 40 000, no tarn men t d'environ 
10 000 a environ 20 000, et avantageusement d'environ 15 000. 

Des conjugues particulierement avantageux sont ceux repondant aux formuies suivantes : 
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15 



2 C 
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(CH 2>4 



I 



(Xli) 



J5 

dans laquelle 

- C IKS J ^ * Po«. mo***, d Won 15 

- 2 vaut 15, et 

" - I'enchainement des bases B, est le suivant 

3 ' TGTC ATTA GTTTTA C 5' 
et de formule XIII sufvante : 
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HO 



■CH 2 B 



VJ/ 



C- ? - 0 



CH 



J 



13 



2 <j 



N 



(XIII) 



(CH 2 , 4 
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dans iaqueNe 

- P represente la poly (L) lysine de poids moleculaire d'environ 15 000, 

- C represente la cytidine. 
-I vaut 13 et 

- i'enchainement des bases Bi est le suivant 
3' TTACACGGAGCAA 5' 

En ce qui concerne le couplage de sequences oligonucleotidiques antisens courtes, on a constate que 
couplage des sequences oligonucleotidiques antisens relativement courtes (7 a 15 nucleosides) a une 
sequence polypeptidique (comme par exemple la poly L-lysine) stabilise les premieres vis-a-vis d'enzymes 
degrada ives (phosphodiesterase par exemple) et favorise egalement leur hybridation a la sequence 
oligonucleotidique cible. M 

invention concerne egalement les sets qui peuvent etre obtenus par reaction des susdites sequences 
ou dADN avec (es base s approprides, en particulier tels que les sels de sodium sels d'alkyl 
ammonium, le radical alkyl ayant 1 a 5 atomes de carbone. 

^invention concerne egalement un procede de preparation des conjugues de couplage 

Pour preparer les conjugues de couplage selon Invention, on peut avoir recours au procede decrit 
ci-apres. 

Ce proced6 comprend 

- la synthese du conjugue de formule Ibis suivante 
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CS, q 
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(XIII) 



(CH 2 ) 4 
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dans laquelle 

- P represente la poly (L) lysine 'de poids moleculaire d'environ 15 000, 

- C represente la cytidine, 
-I vaut 13 et 

- I'enchainement des bases Bi est le suivant 
3' TTACACGGAGCAA 5' 

En ce qui concerne le couplage de sequences oligonucleotidiques antisens courtes, on a constate que 
couplage des sequences oligonucleotidiques antisens relativement courtes (7 a 15 nucleosides) a une 
sequence polypeptidique (comme par exemple la poly L-lysine) stabilise tes premieres V1 s-a-v.s d enzymes 
degradatives (phosphodiesterase par exemple) et favorise egalement leur hybridation a la sequence 

oligonucleotidique cible. , - nnonroc 

invention concerne egalement les sels qui peuvent etre obtenus par reaction des susdites sequences 

d'ARN ou d'ADN avec les bases appropriees, en particulier tels que les sels de sodium, sels d alky! 

ammonium, ie radical alkyl ayant 1 a 5 atomes de carbone. t 
^invention concerne egalement un procede de preparation des conjugues de couplage. 
Pour preparer les conjugues de couplage selon Invention, on peut avoir recours au procede decnt 

ci-apres. 

Ce procede comprend 
- la synthese du conjugue de formule Ibis suivante 
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(Ibis) 




OH OH 



,. D o □ y m B, B, Y Z T Wontles significations indiquees ci-dessus, 
de la derniere unM nucleoside et obtenir le compose de formule Iter suivant . 
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. ration * r^.,™ d. <^™S S S SS— 

65 obtenir le conjugue de formule (I) 
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(I) 



OR, 




'^IZTrZrTn ™Sf * C ° UP ' a9e * f ° rmU ' e ' 61 - ™^ « ™H, "on coup.s, 
r^^^ST ent ^ 16 P6n0date ' -dium, dans des conditions de pH 

4. 6 YS? ^dXKSff sement contr6l.es - signifie le maintien du miiieu reactionne. a pH 

426-428 ; Lee RXet Lee Y.C.. MtffihSJrt^S BMaiTfT 1 Bi ?? hy T S " & 
Biol. Chem., 1982 21 12 739-12 741 Zym °'- 1982 ' S- 28 9"295 , Imai J., Johnson M., Torrence P.. J. 
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La preparation des composes de formuie Ibis 
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P - z 



OR. 



m 



CH. 



/ \ 



6 -p - w 



OR. 



(Ibis) 
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dans laquelle Ri, R2, R3, 1. m t Bi, B2, Y, Z, T, W ont les significations indiquees ci-dessus et (a, (3) represente 
(H, H) ou (OH, H), peut etre obtenue a partir du compost de formule Iquater 



30 



^0 - 



P - z 



OR. 



m 



V \ 



0- p - w 



OR^ 



( Iquater) 




OH H 
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dans laquelle R1 , R2, R3, Bi, m, I, Y, Z, T, W ont les significations indiquees precedemment, et a represente H 
ou OH. sur lequel on fait reagir le compose de formule 
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( Iquinquies ) 



dans laquelle B2 represente A, T, C, G ou U et avantageusement C, en presence de RNA ligase de T4 (T4 
ligase) pour obtenir le compose de formule isexies suivante : 
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II 



p - z 



OR. 
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CH. 



B, 



H 



Clsexies) 



0- P - W CH 2 l 0 B, 



OR- 




0 H 
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O — P 0CH o 0 3 




OH 



0= ? - 0 - 



qo - puis on effectue une filtration sur gel pour separer le compose Isexies des composes Iquater et Iquinquies 
n'ayant pas reagi ; 

- puis on fait agir la phosphatase alcaline bacterienne pour donner le compose de formule Ibis ci-dessus 
definie ou de formule (ibis)', 
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R 1° 



- P - Z 



OR. 



30 



35 



represente ie groupe 



P — Z 



m 



40 



45 
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m, lequel a ete egalement elimine par la phosphatase alcaline bacterienne lorsque les oxygenes ne sont pas 
proteges par des radicaux Ri et R2. 

En ce qui concerne le couplage a la T4 ligase, on peut se reporter aux references suivantes : D.M. Hinton 
and R.L Gumport (1979) Nucl. Ac. Res. 7, 453-465, C.A. Brennan, A.E. Manthey et R.I. Gumport (1983) dans 
Methods in Enzymology vol. 100, 38-52. 

Avantageusement, la synthese chimique des composes de formule Ibis pour lesquels Ri, R2, R3, 1» m, B1, 
B2, Y, 2, T, W ont les significations indiquees ci-dessus, et (a, P) represente (H ( H), (H, OH) ou (OH, H), est 
realisee selon une methode en phase solide utilisant un support ribosyie sur lequel sont successivement 
additionnes des unites nucleotidiques. Cette methode en phase solide est notamment celle ci-apres designee 
par "methode phosphoramidite" et qui est decrite dans Matteucci M.D., Caruthers M.H., Journal Am. Chem. 
Soc. 103, 3185 (1981). Cette methode est egalement utilisable pour la synthese des composes de formule 
Iquaterprecedemment cites. Le support ribosyie sus-mentionne est une resine, avantageusement des billes 

\ 
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de verre a porosite controlee (egalement connue sous le nom de "Controlled Pore Glass resine" ou resine 
CPQ), porteuse d'un ribonucleoside de base quelconque A C G T ou U, ou de derive purique ou pyrimidique de 
ces bases, choisi notamment parmi les suivants : 

- xanthine (2,6-dihydroxypurine), 

- hypoxanthine (6-hydroxypurine), 

- purine ((7-H-imidazo[4,5-d]pyrimidine), 

- pyrimidine (1,3-diazine), 

- adenine-1N-oxyde, 

- cytosine-5-carboxylique acide, 

- guanfne-3N-oxyde, 

- 2-thiouracile, 

- 4-thiouracile, 

- 5-carboxy-2-thiouracile, 

- 6-carboxymethyluracile, 

- uracile-5-carboxylique acide, 

- uracile-6-carboxyltque acide, 

- 8-bromo adenine, 

- 5-bromo cytosine, 

- 8-bromo guanine, 

- 6-bromo purine. 

Les conditions dans lesqueiles de teiles resines ribosylees sont preparees et utilisees pour la synthese de 
sequences oligonucleotidiques sont precisees dans les exempies qui suivent. 

Les conjugues de coupiage de ['invention peuvent etre avantageusement utilises comme reactifs 
biologiques, notamment comme sondes de detection. 

L'invention concerne egalement un procede in vitro d'inhibition de ('expression d'un gene, notamment dans 
un milieu de culture cellulaire, a I'aide d'un au moins des conjugues de coupiage ci-dessus envisage. 

Les exempies ci-apres sont donnes a titre illustratif sans etre Nmitatifs. 

I- Synthese des oligonucleotides de formule XII et XIII : 

1) Materiaux et methodes 

Les milieux et serum de veau foetal pour la culture cellulaire proviennent d'Eurobio (Paris). La poly (L-lysine) 
(M = 14 000), la phosphatase alcaline bacterienne (EC. 3.1. 3.1. , - type lll-r), la myokinase (E.G. 27.4.3., - type 
V), la spermine et la cyanoborohydure de sodium proviennent de Sigma. 

Les supports de gel filtration sontfournis par Pharmacia Fine Chemicals (milieu Sephadex G-50) ou Bio-rad 
(Bio-Gel P6DG). La RNA ligase de T 4 (exemple de contamination par des RNases et/ou des 
DNases-E.C. 6.5.1.3.) et les composes de formule 
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II 
p 
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55 appele ci-apres pCp non marque proviennent de Pharmacia. La creatine kinase (E.C. 2.7.3.2.), la 
phosphocreatine, Hepes, le dithiotreitol et I'ATP proviennent de Boehringer. 

La 5'-[ 32 P]-pCp (111 TBq/mmoie) et la [ 35 S] methionine (22-30 TBq/mmole) proviennent d'Amersham et les 
proteines de poids moleculaire standard proviennent de la societe NEN. 

60 2) Cellules et virus 

Les cellules L929 sont cultivees dans un milieu essentiel minimum (MEM) additionne de 5 % (v/v) de serum 
de veau foetal, 3 g/l de bouillon de phosphate bactotryptose, 3,4 g/l de glucose, 60 lU/ml de penicilline et 50 
mg/ml de streptomycine. 

La souche Indiana du VSV ou le virus encephalomyocarditis (EMCV) sont cultives sur des monocouches de 
65 cellules L929 et titres par une methode de dilution limite (MILHAUD, P.G., SILHOL, M. ( FAURE, T. and 
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M1LHAUD, X. (1983). Ann. Virol. (Inst. Pasteur) 134E, 405-416). 
3) Syntheses des oligodeoxyribonucleotides 

A. synthese des oligodeoxyribonucleotides-pCp (composes de formule Isexies) 5 

A.1. synthese des composes de formule Iquater 

Les oligodeoxyribonucleotides du type Iquater sont synthetises en utilisant un synthetiseur d'ADN 
commercialise par la Societe Biosearch (modele Sam One) en utilisant la methode au phosphotriester 
(KHORANA, H.G.. AGARWARL, K.L.. BUECHI, H., CARUTHERS, M.H., GUPTA, N.K.. KLEPPE, K. f KUMAR, A., W 
OHTSUKA, E.. RAJ BHARDARY, U.L, VAN DE SANDE, J.H., SCARAMELLA, U., TERAO. T., WEBER, H. and 
YAMADA, T.. (1972). J. Mol. Biol. 72, 209-217). Les indications d'utilisation du fabricant sont observees sans 
modifications. Les oligonucleotides deproteges sont purifies sur une coionne de Sephadex G-50, equilibree et 
eluee avec du tampon bicarbonate triethylamine 10mM pH 7.5 (TEAB), et on recupere un produit de haut poids 
mol6culaire correspondant aux oligodeoxyribonucleotides. Le tampon TEAB est elimine par evaporation et la 75 
purete de cette fraction est testee par un procede d'electrophorese sur gel de polyacrylamide (PAGE) 
(MANIATIS. T. ( JEFFREY. A. and KLEID, D.G. (1975). Proc. Natl. Acad. 72, 1184-1189). Si necessaire, les 
oligonucleotides sont purifies par le procede PAGE dans des conditions similaires a celles de I'analyse. 

A.2. Addition de pCp aux composes de formule Iquater 20 
Les conditions adaptees sont celles des publications suivantes : 

- HINTON, D.M. and GUMPORT, R.I. (1979). Nucleic Acid. res. 7, 453-465 ; 

- BRENNAN, C.A., MANTHEY, A.E. and GUMPORT, R.I. (1983). Methods in Enzymology, 100, 38-52. 
L'oligodeoxyribonucleotide (80 nmoles) est lyophilise avec 320 nmoles de compose de formule 
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dans iequel B 2 represente A, T, C, G ou U, et avantageusement C (pour la synthese des composes XII et XIII), 
designe ci-apres par pCp, 1,85 MBq de 5'[32 p ]-pCp, 80 nmoles de spermine, 1,8 ^moles de creatine 
phosphate et 4,5 nmoles d'ATP. t . . . 

Le residu est redissous dans 30 de tampon de ligation (acide <4-<2 hydroxyethyle)- piperazme ethane 
sulfonique) (Hepes), 50mM, pH 7.9 ; Mn Cl 2 , 10nM ; (dithriothreitol) (DTT), 20mM, et on ajoute 1,7 U de 
creatine kinase et 1,7 U de myokinase dans 5 \i\ de tampon de ligation k 30 °/o (v/v) de glycerol et on initie la 
reaction par I'addition de la RNA ligase de T^ (10-15 |xl a une concentration finale de 23 jxM). 

On laisse incuber le melange reactionnel i 1 8° C pendant 6 jours. Le pCp non lie et les sels sont elimines par 
chromatographic sur une coionne de Biogel P6-DG equilibree et developpee avec 20mM de TEAB. On mesure 
ia radioactivite k I'absorbance de 260 nm de chacune des fractions. Les fractions contenant roligodeoxyribo- 
nucleottde-pCp sont rassemblees et evaporees a sec. 

B synthese dir ecte des oligonucleotides de formule Ibis par ia methode phosphoramidite 

Les oligonucleotides du type Ibis, encore appeles dans ce qui suit oligodeoxyribo-N, N representant un 
ribonucleotide symbolise par rX. X representant A C T G ou U, ou des derives de ces bases tels que definis 
ci-dessus (avantageusement C dans le cas de la synthese des composes XII et XIII), sont synthetises en 
utilisant un synthetiseur d'ADN selon la methode phosphoramidite (Matteucci M.D., Caruthers M.H., Journal 
Am. Chem. Soc. 103, 3185 (1981 )). Cette methode utilise une resine CPG ribosylee dont fa preparation est, par 
exemple, realisee de la maniere suivante : 
B.I, preparation du compose de formule : 6Q 
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dans laqueile . Dnntr represente le groupe dimethoxytrityle 

15 hvdS^HT 6 A U , C ° T * de C6S baS6St d0Rt ,6S grou P es *actionnels amines ou 

nydroxyies portent des groupes benzoyle (Bz), 

. la representation 



20 



x 

0 



I 

0 



H, Bz 



25 Shjdrojta!" d6UX at0me$ d '° Xyg ^ e 6n 2 ' ° U 3 ' P0rte un grou P e benzoyle (Bz), tandis que I'autre porte 

Cette formule correspondant au ribonucleoside-X dimethoxytrityle benzoyle peut encore etre schematisee 
oe ja Tacon suivante 



30 



XBz 



Dmtr o 
35 \ 



H, Bz 



40 



45 



if a P d P f^of> n tt~ com P° s6 est d6crite dans Kempe, Chow, Sundquist. Nardi, Paulson, and Peterson (1982) 

IM.A.R. 10(21), 6695. 

B.2. preparation du compose de formule 

XBz 



q o 
U .... . II 



Dmtr O 0*J Bz, -CMCH^-C-O^fet^H 

\ — o j 



SQ La preparation de ce compose est decrite dans Chow, Kempe, and Palm (1981) N.A.R., 9, 2807 
B.3. preparation de Tester actif 



XBz 



55 



60 Dmtr 0 



CI ,C1 

0 0 n s\ 

o)bz, -c-(ch 2 ) 2 -c-o/ ^Vci 



Cl CI 

Elle est decrite dans Miyoshi K., Arentzen R., H-uang T., and itakura K. (1980), N.A.R.. 8, 5507. 
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B 4. preparation du s upport : 

La fixation du produit obte nu en B.3. sur la resine CPG activee (disponible commercialement) est effectuee 
selon Gough R., Brunden M.J.. Gilham P.T., (1981) Tetrahedron Lett.. 22. 4177. 

Les deoxvribonucleotides sont ensuite successivement additionnes sur ce support, avantageusement au 
moven d'un synthetiseur automatique ^oligonucleotides selon la methode decrite dans I'article de Matteucc. 
et Caruthers sus-mentionne. ou selon une procedure derivee de cette derniere. ou toute autre methode 
apnropriee La deprotection de I'oligodeoxynucleotide est realisee dans NH 3 . puis il est precipite par I ethanol 
(2 5 volumes pour 1 volume de solution contenant ('oligonucleotide), le culot est s « ch f • «*la P uf ete de cette 
fraction est testee par un precede d'electrophorese sur gel de polyacrylam.de (PAGE) (MANI ATIS, T 
JEFFREY A and KLEID. D.G. (1975). Proc. Natl. Acad. 72, 1 184-1 189). Si necessaire, les oligonucleotides sont 
purifies par le procede PAGE dans des conditions similaires a celles de Canalyse. 

4) Coniuqaison des oligodeoxyribonucl eotides-pCp obtenus en A.3. a Is ^ P°'y JL-ly s in e ) 

Les conditions sont adaptees a partir de la methode decrite notamment dans (bAYAHU. B.. BISBAL. C. and 
LEBLEU B (1986). Biochemistry 25, 3730-3736). . 

On soiubiii e l"ol godeoxyribonucleotide-pCp sec dans 50 m de TEAS 10mM et on incube Pan^tl 
37°£ avec 1 unite de phosphatase alcaline bacterienne. On filtre rol.godeoxynbonuc '6ot.de dephospho^ 
sur une colonne Biogel P6-DG dans du TEAB 10mM et les fractions contenant roligodeoxynbonucleot.de sont 
S£ Le resfdu est solubilise dans 100 »\ de metaperiodate de sodium (1 umole dans un tampon 
^ 0.1M PH 4.75) e. on incube ,e melange reac.ionne. pendant 2 h > . 0-4'C dans I, o scunte. 0 

ajoute ensuite 100 m de poly (L-lysine) (80 nmoles dans un tampon phosphate 0.2M pH 8 0) e M« ^ de 
cyanoborohydrure de sodium (10 umoles dans un tampon phosphate 0,2M, pH 8.0) et on la.sse > incuber 
pendant 2 h a la temperature ambiante. Uechantillon est ensuite depose sur une colonne de Sephadex G-50 
K ibree et eiuee avec du tampon acetate d'ammonium 0,1 M, pH 4 75. On teste 

i \ nn contenu en oliqonucleotides-poly(L-lysine en utilisant la methode de Lowry (LOWRY, OJH 
ROSEbSoUGH, n s., FaV A.L. and RANDALL RJ. (1951). J. Biol. Chem. 193. 265-275), I'absorpt.on a 260 

nm, et on mesure la radioactivite. 

51 ag.^^r^^^BlK i"L en 3,B. est soluPilis* dans ,00 - 
„, de mCSte « sodium (1 nm* dans un tampon acetate sodium 0.1M pH 4.75) « 
Silnm SEnnel pendant 2 h lOfC dans I'obscutite. On ajoute ensuite 100 pi de poly (L-lys ne) (80 
Sfdl^^onTnU*". 0.2M. PH 8.0) et 100 pi de cywoPorohydrure de sodium 10 pmo I dans 

(1951). J. Biol. Chem. 193, 265-275). Pabsorption a 260 nm. 

40 

6) yy g l^ 6 \ V Sules P L929 < !ra 5 x 10» cellules) deux fois avec du milieu essentiel minimum (MEM) libre de 
mShion n " on ^ le marqu 'pendant 45 min a 37= C avec 185 kBq de methionine l 35 S) dans 500 ). de i milieu 
essem I mSmum caJce en methionine. Les proteines sont ^«?*»^™JZS££ 

or^Hiont qn^-PAGE f7 5 - 15 0/o- w/v) comme decrit precedemment (BAYARD, B., BISBAL, u ana LtDLcu, 
I 1986) Btoih^Sfry 25 3^30-3736). La distribution de proteines dans les gels est analysee par 45 
Lwhte^^R «d HILLS. A. (1975). Eur. J. Biochem. 56, 335-341) e1 quant*., avec un 
densitometre de marque Vernon sur les autoradiographies. 

II- RESULT ATS - 
Ka oSL un nU ribose oxydahle ^-terminal alio 

W*f Z* "J^Tmk SSk O C a^5 SoRT. Rl in 1m Enzymes' (P.O. Boye,. 
oligodSoxyrioonucleotides a des "^JJ'.^^^L fob** *•=»"»'* to 
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d« n Z2 B d H f »T' e ,qUa,er> ° e P ' US ' C6tte ™ thode P^osphoramidite permet I'obtention 
parag^aphtsS SUPeneUre * Ce " e deS C ° mP ° S * S ° btemJS par ,a m * th ° de ^crite dansl 

On effectue ensuite I'oxydation des residus 3'-terminaux de cytidyle et on effectue ensuite leur cnnm,™ 
SS5ST "° ^ 13 P0 ' y (L "' ySine) (BAYARD B - BISBAL C " 6t ^^HiS ^erZZt 
c,^^ * ^ — 3. o. ig od,oxy rib on, 

ni2 '9 A 69 S 9 a 83; WAGNER ^ (1966 '- ^ B '°' * 381 384 ; REPIK ' P- -"b^Op" H L ' 
La proteine N recouvre la longueur entiere de I'ARN du virion et joue des roles dans la reolicatinn rt, 

Fraenkel-Conaat and R.R. Wagner, Ed.) pp 1-93. Plenum Publishing Corp. New York) Dans les etudes fete* 
jusqu a present, le meilleur effet inhibiteur des oligonucleotides syntheses anti ARN messaqer es oS 
ayantageusement avec des oligomeres complementaires a la region 5' de la ^6wi^S^?£Si 
I™ f codon d lnit 'ation AUG (COLEMAN J., HIRASHIMA A., INOKUCHI Y GREEN P J I e ' INNOUyI 
1 1 S " ature - 52§- 601 - 603 • IZANT J G - et WEINTRAUB H. (1985) Science 229 345-352 •' mLleR P S 
BiocLfe^ U BLAKE K MURAKAM ' A - REDDY ^ SP '^ 3 tt l| 2 6 P.O^S 

On synthetise ainsi deux oligodeoxyribonucleotides. Le premier (oligodeoxyribonucleotide 1 fiaure 11 
comporte 15 nucleotides et est complements a la region terminals 5' de I'ARN message codan pour a 

?extr1miti P 5'. Ut '* dU rib ° S ° me ^S^S^S^ 

Le second oligodeoxyribonucleotide (oligodeoxyribonucleotide 2, figure 1) a une sequence interne de 13 

Ces oligodeoxyribonucleotides synthetiques sont lies de facon covalente a la poly (L-lysine) comme 
indique a-desaus. Les rapports moleculaires en moyenne d'oligodeoxyribonucleotide a I poly (Sine) sont 
d environ 0,5 et 0,6 respectivement. Les rendements sont d'environ 25 et 30% respectivement 

Effet antivir al des conjuques oligodeoxyribonucleotide-poly (L-lysine) 

On incube les conjugues complementaires de la sequence terminate 5' et definis comme indique ci-dessus 
avec des cellules L929, 2 heures avant .'infection avec VSV. a une multip.icite d-infectZs deTLes tiSs en 

Tw.? ^T n , BS 12 h6UreS P ' US tard par '' essai de dilution limite (MILHAUD, P.G.. SILHOL M FAURE T 
cue ! J" 0 ' X ( 9 t 83) ' ^ (lnSt PaSt6Ur) 134E ' 405 - 416 )" Des experiences prelims indiquent 
avec VSV 10306 '° rSqUe ^ P6U de t6mpS f c " est -^ dire 2 neur es) apras I'infection 

dan^aE l^pres.' 30 ""'^ amiVira ' e ^ C ° niU9U§S d ' oli 9 onucte °« d ^ et de poly (L-lysine) figurent 
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60 



On a indique dans la premiere colonne 1 le titre en VSV. 

On observe que la reduction est dependante de la dose, et que I'activite antivirale est detectable avec une 55 
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quantite aussi faible que 100 nM du conjugue de I'invention dans le milieu de culture et atteint plus de 99 % 
d'inhibition a 400 nM. 

Dans un essai separe (colonne 3 du tableau I), les cellules de L929 sont incubees avec un melange de poly 
(L-lysine) et des sequences oligodeoxyribonucleotides S'-terminal, avec aucune activite antivirale significative. 
5 Ce resultat montre que la liaison covalente de I'oligodeoxyribonucieotide a la poly (L-lysine) est necessaire 
pour obtenir une activite biologique. Par ailleurs, aucun effet sur la multiplication virale n'a ete observee 
lorsque les cellules sont incubees avec la poly (L-lysine) de masse moleculaire 14 000 a des doses allant 
jusqu'a 1 U.M. 

La colonne 2 du tableau I presente des resultats d'experiences differentes dans lesquelles les cellules de 
10 L929 sont incubees pendant 2 heure avec des conjugues de I'invention, avant infection avec le virus non 
apparente EMCV. On determine la quantite de virus 15 heures apres I'infection. Quelle que soit la 
concentration du conjugue, aucun effet significatif sur fa production d'EMCV n'est observe, a la difference de 
I'activite antivirale sur VSV. Ceci demontre I'aspect specifique de faction antivirale des sequences terminates 
5' conjuguees a la poly (L-lysine). 
15 De plus, i'incubation des cellules avec un conjugue associant la poly (L-lysine) a un oligodeoxyribonucleo- 
tide complementaire d'une sequence interne d'ARN messager de VSV codant pour la proteine N n'a pas 
d'effet significatif sur le titre de VSV mesure 12 heures apres ('infection. Les resultats figurent dans la 
colonne 4 du tableau 1. La localisation du site d'hybridation du conjugue de I'invention influence ainsi 
I'efficacite de ('inhibition des conjugues de I'invention. Ceci confirme les resultats des publications (IZANT, 
20 J.G. and WEINTRAUB, H. (1984). Cell 36, 1007-1015 ; IZANT, J.G. and WEINTRAUB, H. (1985). Science 229, 
345-352 ; MILLER, P.S.. AGRIS, C.H., AURELIAN, L, BLAKE, K.R.. MURAKAMI, A., REDDY, M.P., SPITZ, S.A. 
and T'SO, P.O.P. (1985). Biochimie 67, 769-776) et montre que la region 5' de TARN messager est une cible 
particulierement appropriee relativement a I'inhibition de la traduction par les oligonucleotides antisens. 

25 Effet des conjugues oligodeoxyribonucieotide-poly (L-lysine) sur la synthese de proteine virale et cellulaire 

On a examine I'effet des conjugues sur la synthese des proteines dans des cellules infectees et non 
infectees par VSV. 

On incube des cellules L929 avec des concentrations croissantes de sequence terminal 5' d'ARN messager 
conjuguee ou non a la poly (L-lysine), 2 heures avant I'infection avec VSV a une multiplicity d'tnfection de 1. 

30 Les cellules sont marquees avec de la methionine [ 35 S] 5 heures apres I'infection et on analyse les 
polypeptides acido-insolubles dans I'acide par le procede d'electrophorese SDS-PAGE. Le conjugue de 
I'invention conduit a une reduction (dependante de la dose ) de la synthese de la proteine N codee par VSV. 
On note que la synthese de la proteine M codee par VSV est reduite de la meme facon tandis que la synthese 
des proteines cellulaires s'accroit de facon concomitante. Lorsque les cellules sont incubees avec un melange 

35 de 200 pmoles d'oligodeoxyribonucleotide a sequence terminale 5' et 400 pmoles de poly (L-lysine), 
c'est-a-dire dans le meme rapport molaire et a la meme concentration que lorsqu'on utilise le conjugue de 
rinvention, on n'observe aucun effet inhibiteur sur la synthese des proteines virales, compare au temoin. Ceci 
confirme la necessite d'une liaison covalente entre la sequence oligodeoxyribonucleotide et un support 
polypeptidique pour I'activite biologique. 

40 Dans un resultat separe, la synthese proteique est mesuree en ('absence ou en presence de 200 pmoles de 
conjugue de I'invention. Le conjugue n'a aucun effet sur la synthese proteique cellulaire dans les cellules non 
infectees et ['augmentation de la synthese des proteines cellulaires observee dans les cellules infectees par 
VSV resulte probablement d'un renversement partiei du blocage induit par VSV des syntheses proteiques de 
la cellule note. 

45 On effectue I'analyse densitometrique des regions correspondant a la reduction de la synthese de la 
proteine N codee par VSV, pour quantifier I'effet du conjugue de I'invention sur la synthese proteique virale. La 
quantite de proteine virale N ou M est normalisee a un pic proteique cellulaire de 55 kDa. La figure 2 represente 
I'inhibition de la synthese de proteine N et M par le conjugue de I'invention. La courbe reperee par des carres 
noirs ■ correspond a la proteine N et celle reperee par des triangles noirs ▲ correspond a la proteine M. On a 
50 represente en abscisse la'concentration (en nM) de conjugue de I'invention et en ordonnee la quantite de 
proteine (N ou M) relative. Le rapport entre proteine virale et proteine cellulaire decroit de 25 a 0,1 pour la 
proteine N et de 13 a un niveau non mesurable pour la proteine M, parallelement a une augmentation de 
concentration de conjugue de I'invention. 
La figure 3 represente I'effet des conjugues de I'invention sur la synthese proteique dans les cellules de 
55 L929 infectees par VSV et non infectees. 

On incube les cellules L929 pendant 2 heures avec differentes concentrations des conjugues de I'invention 
avant I'infection (courbe representee par des carres noirs ■ ) avec VSV a une multiplicity d'tnfection de 1 , ou 
en Pabsence defection (courbe representee par des ronds noirs • ). Comme temoin, on incube des cellules 
L929 en presence de poiy(L-iysine) avec ou sans 400 nM de sequence terminate 5' d'oligodeoxyribonucleotide 
60 (rond blanc O ), les cellules sont marquees avec de la methionine [ 35 S] pendant 45 minutes, 6 heures apres 
I'infection avec VSV. On mesure la radioactivite totale acido-insoluble. 

On a indique en abcisse a la concentration en conjugue de I'invention (en nM), et en ordonnee 
('incorporation de [ 35 S] methionine (en cpm x 10- 3 ), (cpm : counts per minute « impulsion par minute). 
Comme represente sur la figure 3, la radioactivite total precipitable par I'acide demeure inchangee lorsqu'on 
65 incube les cellules non infectees avec des conjugues de I'invention. On observe une augmentation 
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trn^ZT< f ? - aPS 13 SyntheS6 Pr ° ,6ique ,orsque les cellules sont ,rai t6es avec des concentrations 
hi? ff * H meme C ° nj . U9u6 de '' inventi °n. ™e en competition avec VSV (multiplicity "nSon = 1 2 

J olonf S h ' 6t r^"* ro de ' a m§thi0nine [35S ^ 6 heures nnfection. Une Sfenco fun meNanae 
d oligodeoxynbonucleot.de de 200 pmoles non coniugue et 400 pmoles de oolv (L L h^ T 

synthese proteique totale dans les cellules infectees par VSV * Y ' * m0dlfle P3S ta 

Ce dernier ensemble de resultats confirme I'activite antivirale du coniugue la necessite de counts «,r 

4^^tSTS^ ,,i0 "' 9 "" ,e compreni "" comm « «■ - — *• 

L invention concerne egalement un procede in vitro d'inhibition de I'expression d'un aene notammont H,n« 
un m.heu de culture ceHulaire a I'aide d'un au moins des conjugues d'e couplage df finVenln 3 S 



Revendications 



10 



15 



. Conjugues de couplage de formule I suivante 



20 



OR. 



J" 



(I) 
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dans laquelle 

- m est un nombre entier variant de 0 a 3, et represente de preference 0 ou 1 , 

- Ri, R2, R 3 sont identiques ou differents et representent un alcoyle de 1* a 10 atomes de carbone de 
preference de 1 a 2 atomes de carbone, ou bien chacun des groupes ORi, 0R 2 , 0R 3 represente 60 
independamrnent Tun de I'autre 0- , 

- Y et T, identiques ou differents, representent 0 ou S, 

- Z et W, identiques ou differents, representent O, S CH2, CF 2 , ou NH, 

- B1 et B 2 , identiques ou differents. representent une base choisie parmi ('adenine (A), la guanine (G) la 
cytosine (C), la thymine (T) ou I'uracile (U), * 65 
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- (a, p) represente (H,H), (H, OH) ou (OH, H), 

- 2 est un nombre entier superieur ou egal a 7, avantageusement compris de 7 a 30, de preference de 7 a 
20, et notamment de 12 a 15, 

- X est un nombre entier compris de 1 a 5, et avantageusement vaut 1 , 

- P est un enchalnement polypeptidique comportant au moins 5 acides amines, naturels ou synthetiques 
et Tatome d'azote appartenant au cycle 




appartenant egaiement a I'extremite d'une sequence laterale du polypeptide P et /ou appartenant a un 
groupe C -NH-N 

20 provenant d'une groupe COOH modifie par I'hydrazine. 

2. Conjugue de couplage selon la revendication 1, caract6rise en ce que P est un enchalnement 
peptidique comportant au moins 5 acides amines, et Tatome d'azote appartenant au cycle 



25 




appartenant egaiement a Textremite d*une sequence laterale du polypeptide P. 
3. Conjugues de couplage selon la revendication 1 , de formule II 
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R i° ^ 



p - z 



OR. 



m 



CH. 



O-P - w 



OR, 



2 2 



NH 



/0 



75 



20 
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C = 0 
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dans laquelie Y, Z. T. W, I, m, a, (3, X, Ri, R2, Ra, B1. B 2 ont les significations definies a la revendication 1, 
P' represente un enchainement polypeptidique, comportant au moins 5 acides amines, et dans lequel le 
groupe 

C - NH - N provient d'un groupe c - OH 

terminal du polypeptide et/ou d'un groupe 
- c - OH 

a 

libre d'un residu aspartyle et/ou glutamyle. 
4. Conjugues de coupiage selon la revendication 1 , de formule III 
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(III) 



R 1° 



Y 



P - Z 



OR. 



m 



o- P - W 



OR, 



B 2 



C = NH 



NH 



40 



(CH 2 ) 3 



45 



50 



danslaquelleY Z T W, 2» m, a, ft, X, Ri, R2. Ra, B1, B2 ont les significations definies a la revendication 1 , 
?esf^ peptidique comportant au moins 5 acides amines et le groupe 

. / H . nh - (CH 2)3 - apparte-nant a I'extremite de ia sequence laterale d'un residu arginyle entrant dans 
la constitution de I'enchaTnement polypeptidique P'. 
5. Conjugues de couplage selon la revendication 1 , de formule IV 



55 



60 



65 



38 



0 263 740 



Civ) 



OR, 



m 



CH 2 B 1 



y _\l 



/ 



0-P 



w 



OR. 



J 



(CH 2 ) 4 
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dans laqueile Y, Z. T, W, 2, m, a, 0, X, Ri, R2, R3, Bi, B2 ont les significations definies a la revendication 1 , 
et P' est un enchainement peptidique comportant au moinss 5 acides amines et dans laqueile le groupe 
-(CH2)4 - appartient a la sequence laterale d'un residu lysyle entrant dans la constitution de 
renchainement polypeptidique P. 

6. Conjugues de couplage selon les revendications 1 a 5, dans lesquels Tun au moins des elements Y 
ou Z est different de I'oxygene. 

7. Conjugues de couplage selon la revendication 5, de formule V suivante 
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(V) 



O - 



- 0 



m 




O-p - o- 



(CH. 



dans laquelie m, 2, X, a, [3, Bi , B2 et P ont les significations indiquees a la revendication 5. 
8. Conjugues de coupiage selon ia revendication 5, de formule VI suivante 
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HO 



CH. 



/ 



0- P - 0 



CH 



2 B 2 

0 



N 



(CH 2 , 4 



(VI) 



9 

dans laquelle Bi, B2, a, (3, E, X et P ont ies significations indiquees a la revendication 5. 
9. Composes de couplage selon la revendication 5 ( de formule VII suivante 
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(VII ) 



o 

ll 

p - 0 



CH. 



m 



H i 



0-P - O 



CH 



2 "2 
0 



35 



(CH 2 ) 4 
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dans laquelle Bi, B 2 , 1. X, m et P ont les significations indiquees a ia revindication 5. 
10. Conjugues de couplage seton larevendication 5, deformule VIII suivante 
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(VIII) 



o - 



P - 0 



m 



CH. 



OH j 
0 ( 



o-p - 0 



CH 2 B 2 
0 



(CH 2 ) 4 
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dans laquelle Bi. B 2 . X, m, 2 et P ont fes significations indiquees a la reyendication 5. 
1 1 . Conjugues de couplage selon ia revendication 5, de formule IX suivante 
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SSdiS Ue " e X ' S ' m ' P ' 81 St P ° nt l6S si9nifications indi£ » u6es * la revendication 5 et C represente la 
12. Conjugues de couplage selon la revendication 5, de formule XI suivante 
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Cr. 



2 C 
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(XI ) 



(CH 2 V 
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dans laquelle B 1 et P ont la signification indiquee a la revendication 5, C represente la cytidine, Z vaut 1 2 a 
15 et X vaut 1 a 5, de preference 1 . 

13 Conjugue de couplage selon tes revendications 5 a 12, caracterise en ce que P' a un poids 
moleculaire d'environ 5 000 a environ 40 000, notamment d'environ 10 000 a environ 20 000, et 
avanatgeusement d'environ 1 5 000. 

14. Conjugue de couplage selon la revendication 12 de formule XII suivante 
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danslaquelle 

- P represente la poly (L) lysine de poids moleculaire d'environ 15 000, 

- C represente lacytidine, 
-Zvaut15,et 

- I'enchainement des bases Bi est le suivant 



3'TGTCATTAGTTTTAC 5' 
et de formule XIII suivante 
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HO 
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dans laquelle 

- P represente la poly (L) lysine de poids moleculaire d'environ 15 000, 

- C represente la cytidine, 
-Ivaut13et 

- Tenchainement des bases Bi est le suivant 
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3TTACACGGAGCAA5' 

15. Procede de prepration des conjugues de couplage selon ['invention caracterise en ce que 
■ on effectue la synthese du compose de formule Ibis suivante 
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dans laqueile p t , si g nmcati ons indiquees a la revendication 1 ; 

oxyde ra'comJosl'deTormule Ibis pour introduire deux fonctions aldehyde sur les carbones en 2 et 
3' de la derniere unite nucleosidique et obtenir !e compose de formule Iter suivant 
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OR, 




(Iter) 



on alcovle de facon reductive le compose de formule Iter par un polypeptide P ; NH ^° n * '' e . C ^ e S t e 
co°m S afmS una se.uence iaterale dont '^"^^ 
reaction ayant lieu entre les fonctions aldehyde du compose (Iter) avec le groupe .nhz k 
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pour obtenir le compose de formule (I) 




- on effectue le fractionnement entre les composes de couplage de formule I et les composes Iter et 
PNHo non couples, notamment par filtration moleculaire ; ,>„ m bnn«i Ip 

16 Procede de preparation des conjugues de couplage selon la revend,cat 10 n 15 dans lequel le 

compose de formule Ibis 
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CH 2 B 2 



OH OH 

dans laquelle Ri, R2, R3, 2. m, Bi, B2, Y, 2, T, W ont les significations indiquees a la revendication 1 et (a, 

P) represente (H, H) ou (OH, H) 

est obtenu a partir du compose de formule Iquater 
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dans lequei R 1t R 2 , R3, 2, m, Bi, Y, Z, T, W ont les significations indiquees a la revendication 1 et a 
represente H ou OH, sur lequei on fait reagir le compose de formule 
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O - 
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OH 2 C 




( Iquinquies ) 



0 OH 
II 

"0 - P - o 



10 



dans tequel B 2 represente A. T, C, G ou U, et avantageusement C, en presence de RNA ligase de T 4 pour 
obtenir le compose de formule Isexies 
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- puis on effectue une filtration sur gel pour separer le compose Isexies des composes iquater et 
Iquinquies n'ayant pas reagi ; 

- puis on fait agir la phosphatase alcaline bacterienne pour donner le compose de formule Ibis ou de 
formule (Ibis)', 

I 
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17 Precede de preparation de conjugues de couplage selon la revendication 15, dans lequel lie 
compose de formule Ibis est obtenu en phase solide a Paide d'un support nbosyle sur lequel sont 
qurcp<5sivement additionnees des unites nucleotidiques. 

TS^SSlScMMtMrt en ce quH comprend au moins run des conjugues de couplage selon 

T^StUfod'inhibition de ."expression d'un gene, notamment dans un milieu de culture 
cellulaire, a I'aide d'un au moins des conjugues de couplage selon les revend.cat.ons 1 a 14. 
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1 SEQUENCE TERMINALE S 1 

met ser val 

5' AACAGT AATC AAAAT GTCTGTT... 3' 
TGTCATTAGTTTT AC 



2 SEQUENCE INTERNE 

6 AO 650 
5' . .. AAC AT GAAT GT GCCTCGT T C AG AT A. ..3* 

TTACACGGAGCAA 

FI6.1 
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